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論文内容要旨
 一酸化窒素(NO)は様々な生理作用を持ち,その作用は血管弛緩,神経シグナル伝達や感染
 防御など多岐にわたる。一方ある種の病態の原因としても注目されており,過剰なNOは細胞傷
 害を有しアポトーシスによる細胞死に関与することが指摘されている。近年,アポトーシス関連
 因子としてBcl-2,Bax,チトクロムCが注目されているが,これまでNOによるアポトーシス機
 序との関連では殆ど検討されていない。ところで,胃粘膜においてもHelicobacterpylori
 (HP)感染胃粘膜を用いた最近の検討によれば,NOは胃粘膜傷害因子となっている可能性が指
 摘されている。しかし,NOによる胃粘膜傷害の機序には不明な点が多い。本研究ではNOによ
 る胃粘膜細胞傷害機序を,正常ラット胃粘膜培養系とNOドナーを用いたNO過剰産生系によっ
 て,胃粘膜細胞のアポトーシス,さらに,BCL2,BAXおよびチトクロムCやミトコンドリア
 傷害との関連を検討した。
 ラット正常胃粘膜培養細胞RGM1とNOドナーとしてNOC-18を使用して,その傷害性を検
 討した。傷害性の検討はMTT法にて行い,アポトーシスの検出には,Hoechst33258による核
 染とTUNEL法を用いた。ミトコンドリアの傷害はCMXRosを使用し判定し,BCL2,BAX,
 チトクロムCはウェスタンプロッティングにて検討した。
 (1)NOC-18による細胞傷害性
 NOC-18添加後24時間でのMTTassayによる細胞生存率は,0.2mMで64.53%±2.33%,
 0.4mMで56.88%±L15%,0.6mMで55.07%±0.553%,0.8mMで52.81%±L66%,
 1mMで47.79%±L86%となり,NOC-18は濃度依存的に細胞死を誘導した。また,1mMの
 NOC-18添加後の細胞生存率の時間的推移は,6時間後で90.93%±3.78%,12時間後で83.26
 %±3.13%,24時間後で47.79±1.86%となり,12時間後から24時間後の間に細胞が急激に死
 滅していることが示された。この様な変化は,実験に用いた他の濃度でも同様に認められた。
 〔2)死細胞の形態
 1mMのNOC-18に24時間暴露した結果培地に浮遊した死細胞をHoecst33258にて核染色す
 ると,核が濃染し分断化したアポトーシスの形態を示していた。またこれらの細胞はTUNEL法
 でも陽性であり,NOC-18はRGMl細胞にアポトーシスを惹起すると考えられた。
 (3)ミトコンドリアの傷害
 NOC-18に暴露した細胞をCMXRosにてそのミトコンドリアを染色して観察すると,コント
 ロール細胞に比べて明らかにその染色性の低下が認められ,NOC-18によりミトコンドリアの膜
 電位の低下が引き起こされていた。
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 (4)NOC添加後のBCL2ならびにBAX発現の推移
 lmMNOC-!8添加後のBcl-2ならびにBax発現の経時的変化をウェスタンプロッティングに
 より検討した。コントロールのRGM1細胞では,約29kDaの位置にBc1-2のバンドが認められ
 たが,Baxは殆ど発現していなかった。Bcl-2の発現量はNOC-18添加後6,12,24時間でコン
 トロールと較べて特に変化は認めなかった。一方,Baxは6時間後より約21kDaの位置にバン
 ドが認められるようになり,以後,次第にその発現量の増強を認め,24時間後で最も強い発現
 となった。
 (5)ミトコンドリアからのチトクロムCの放出
 コントロールのRGM1細胞では,ミトコンドリア分画の約15kDaの位置にチトクロムCのバ
 ンドが確認されたが,細胞質分画ではこれに一致するバンドは全く認められなかった。細胞質分
 画におけるチトクロムCの発現は,NOC-18添加後6時間目から認められるようになり,24時
 間目で最大となった。逆にミトコンドリア分画ではNOC-18添加後24時間目でチトクロムC発
 現量が著しく減少しており,細胞質分画と較べて逆転した発現量となっていた。
 本研究において,正常ラット胃粘膜細胞培養RGMlとNOドナーとして持続的にNOを自然
 発生するNOC-18試薬を用い,NOは胃粘膜にアポトーシスを惹起し,そのアポトーシスの初期
 段階でミトコンドリアの傷害とBaxの発現亢進,チトクロムCのミトコンドリアから細胞質へ
 の放出を引き起こしていることが示された。NOによるアポトーシス誘導機序において,Baxや
 チトクロムCの関連を明らかにしたのは本研究が初めてである。NOによるアポトーシス誘導機
 序の解明は,HPによる胃粘膜傷害機序をはじめとした様々な病態の説明として重要な示唆を与
 えていると考えられる。
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 審査結果の要旨
 一酸化窒素(NO)は様々な生理作用を持ち,その作用は血管弛緩,神経シグナル伝達や感染
 防御など多岐にわたる。一方ある種の病態の原因としても注目されており,過剰なNOは細胞
 傷害性を有しアポトーシスによる細胞死に関与することが指摘されている。近年,アポトーシス
 関連因子としてBCL-2,BAX,チトクロムCが注目されているが,これまでNOによるアポトー
 シス機序との関連では殆ど検討されていない。ところで,胃粘膜においてもHelicobacterpy-
 10ri(HP)感染胃粘膜を用いた最近の検討によれば,NOは胃粘膜傷害因子となっている可能性
 が指摘されている。しかし,NOによる胃粘膜傷害の機序には不明な点が多い。今研究ではNO
 による胃粘膜細胞傷害機序を,正常ラット胃粘膜培養系とNOドナーを用いたNO過剰産生系
 によって,胃粘膜細胞のアポトーシス,さらに,BCL-2,BAXおよびチトクロムCやミトコン
 ドリア傷害との関連を検討した。その結果,NOは濃度依存的に胃粘膜細胞を傷害し,アポトー
 シスを惹起することが明らかとなった。また,そのアポトーシスに至る課程において,ミトコン
 ドリアの膜電位の低下が起こり,ウェスタンプロッティングにてBAXの発現増強とミトコンド
 リア分画から細胞質分画へのチトクロムCの放出が認められた。今研究の結果より,NOによる
 アポトーシス誘導機序としてBAXを介した経路が重要であり,ミトコンドリアからのチトクロ
 ムCの放出が,アポトーシスのカスケードを進行させていることが予想される。
 以上,今研究はラット胃粘膜細胞培養とNOドナーを用いて,NOによる胃粘膜のアポトーシ
 ス誘導機序を詳細に観察しており,特にそのアポトーシスの初期段階でミトコンドリアの傷害と
 BAXの発現亢進,チトクロムCのミトコンドリアから細胞質への放出がおきていることを明ら
 かにしている。NOによるアポトーシス誘導機序において,BAXやチトクロムCの関連を明ら
 かにしたのは本研究が初めてであり,HPによる胃粘膜傷害機序をはじめとした様々な病態の説
 明として重要な示唆を与えていると考えられ,この研究は学位に値する。
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